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学位論文の内容の要旨 
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【論文題名】 
p53 mediates the suppression of cancer cell invasion by inducing LIMA1/EPLIN 









秘めている。しかし、未だ同定されていない p53 の標的遺伝子が多数あり、p53 の未知の機能
が存在することが想定される。したがって、新規の p53 標的遺伝子を同定し、解析することは
p53 の機能を解明する上で重要である。本研究では p53 の新規標的遺伝子 LIM domain and 
Actin-binding protein 1 (LIMA1) の同定、転写制御機構およびその機能解析として癌細胞に
おける浸潤能に与える影響を検討した。 
 
【研究方法】   
1) 細胞培養 
ヒ ト 骨 肉 腫 細 胞 株 Saos-2 、 大 腸 癌 細 胞 株  (LoVo, SW480) 、  乳 癌 細 胞 株  (MCF7, 
MDA-MB-231, MDA-MB-361)、 肺癌細胞株(A549, Lu99, H1299) を用いて解析を行った。 
 
2) クロマチン免疫沈降（ChIP） 
H1299 細胞にアデノウイルスで FLAG-p53、p63γ、p73β および LacZ を 25 moi で感染させ、
感染 24 時間後に、Chromatin Immunoprecipitation Assay Kit（Upstate）を用いて製造元のプロ
トコルに従い、抗 FLAG 抗体または正常マウス IgG 抗体でクロマチン免疫沈降を行った。 
 
3) ウエスタンブロット 
蛋白質を 10％SDS/アクリルアミドゲル電気泳動で分離し、イモビロン P 膜（Millipore）に転写し
た。0.05％の Tween-20、2.5％スキムミルクおよび 0.5％BSA を含む TBS を用いて非特異的結
合をブロッキングした後、膜を一次抗体とインキュベーションした。HRP 標識二次抗体（Santa 




4) 定量的 RT-PCR 
SuperScript Ⅲ 逆転写酵素（Invitrogen）を用いて、5 µg の全 RNA から cDNA を合成した。










0.5 ml の細胞混濁液を Matrigel invasion chambers (CORNING) に播種した。24 時間インキュ





ヌードマウスに 2  106 個の LIMA1 ノックダウン A549 細胞を両側腹部に皮下注射した。腫瘍




1) LIMA1 は p53 ファミリーにより転写誘導され発現上昇する 
p53 の標的遺伝子を同定するため、p53 欠失である肺癌細胞 H1299 に p53 を発現させ、マ
イクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析を行ったところ、LIMA1 の発現上昇が明らかとな
った。そこで、H1299 および骨肉腫細胞 Saos-2 にアデノウイルスを用いて p53、p63γ、p73β
を発現させ、リアルタイム PCR で LIMA1 mRNA の発現を解析した。その結果、どちらの細胞で
もすべての p53 ファミリーにおいて LIMA1 mRNA の発現上昇が認められた。また、LIMA1 遺
伝子上の p53 応答配列を検索したところ、2 か所の p53 応答配列候補を認めた。これらの配列
についてクロマチン免疫沈降を行ったところ、p53 ファミリータンパクとの結合を認めた。更に、
これらの p53 応答配列に対する p53 ファミリーの転写活性を調べるためレポーターアッセイを
行ったところ、一方では p63 と p73、もう一方では p53 でレポーター活性の上昇が強く認められ
た。以上の結果より、これらの配列は p53 ファミリー応答性であることが明らかとなった。 また、
大腸癌、肺癌、乳癌細胞を用いたウエスタンブロットにおいて、p53 ファミリーの過剰発現およ
び内因性 p53 の活性化により LIMA1 タンパクの発現誘導が認められた。 
 
2) 癌組織での LIMA1 mRNA 発現 
実際の癌組織における LIMA1 の発現状態を調べるため、癌における遺伝子発現データベー
スから大腸癌、肺癌、乳癌を含む 4 つのデータセットを用いて解析を行った。その結果、すべ
てにおいて、正常組織と比較して癌で LIMA1 の発現が有意に低下していた。更に、p53 変異
における LIMA1 の発現状態を大腸癌と乳癌の TCGA (The Cancer Genome Atlas) のデータ
セットを用いて解析した。その結果、p53 が正常と変異の症例を比較すると、どちらのデータセ
ットにおいても、p53 の変異で LIMA1 の有意な発現低下を認めた。 
 
3) LIMA1 発現による癌細胞浸潤能への影響 
LIMA1 による癌細胞浸潤への影響を調べるため、発現プラスミドを用いて H1299 に LIMA1 を
恒常的に過剰発現させ、浸潤アッセイを行ったところ、LIMA1 の過剰発現細胞で浸潤能の低
下を認めた。また、レンチウイルスを用いて Lu99、MDA-MB-361 に LIMA1 の shRNA を導入
し、LIMA1 を恒常的にノックダウンさせて浸潤アッセイを行ったところ、どちらにおいても
LIMA1 のノックダウン細胞において浸潤能の亢進が認められた。次に、Lu99 と A549 にレンチ
ウイルスを用いて LIMA1 を恒常的にノックダウンさせ、さらに Lu99 ではアデノウイルスにより
p53 を過剰発現、A549 では nutlin で内因性の p53 を活性化させた時の浸潤能を浸潤アッセ
イにより確認した。その結果、コントロールと比較して、p53 を活性化させた時に浸潤能が低下
したが、LIMA1 をノックダウンするとその回復が認められた。そこで、マウスモデルにおける
p53 誘導 LIMA1 の腫瘍増殖への影響を検討した。LIMA1 ノックダウン A549 細胞をヌードマウ
スに皮下注射で移植し、腫瘍が一定の大きさになったところで nutlin を計 10 回腹腔内投与し
た。その結果、コントロール細胞による腫瘍では nutlin 投与により腫瘍増殖が抑制された一方
で、LIMA1 ノックダウン細胞による腫瘍では増殖が抑制されなかったことから、in vivo での p53
の腫瘍抑制には LIMA1 が必要であることが示唆された。 
 
4) RNA シーケンスによる遺伝子発現解析 
p53 による遺伝子発現誘導に対する LIMA1 の影響を調べるため、LIMA1 ノックダウン A549
細胞における遺伝子発現の変化を RNA シーケンスにより評価した。 コントロール細胞で












本論文では、LIMA1 の発現は p53 ファミリーの過剰発現のみでなく、大腸癌、肺癌および
乳癌細胞において nutlin 処理による内因性 p53 の活性化によっても増加することを示した。
2013 年の Cancer Cell 誌では、LIMA1 発現に対する p73 の機能を阻害するドミナントネガティ
ブ DNp73 を発現するメラノーマ細胞株が非常に高悪性度な性質を持つこと、また、メラノーマ
細胞株において LIMA1 / EPLIN の減少は、IGF1R-AKT / STAT3 シグナル伝達経路を活性
化し、Slug の増加および E-カドヘリン発現の持続的な減少を引き起こすことが報告されてい
る。このことから、LIMA1 は p53 ファミリーによって直接的に転写活性化されると推測される。 
今回、我々は遺伝子発現データセットの解析により、大腸癌、肺癌、乳癌で LIMA1 mRNA
の発現が正常組織と比較して低下していることを確認した。しかし、LIMA1 遺伝子のプロモー
ター領域には CpG アイランドは存在しなかった。さらに、ゲノムワイドな DNA メチル化の公開
データベースを検索しても LIMA1 遺伝子のプロモーター領域における DNA メチル化の状態
に有意差がないことが判明した。一方、癌における LIMA1 の発現は、大腸癌および乳癌で正
常と比較して p53 変異の症例で LIMA1 の発現が有意に低下していた。これらの結果から、
LIMA1の発現低下には主にp53の変異が関与していると考えられる。逆に、ドミナントネガティ
ブ DNp73 は、いくつかの癌において過剰発現しており、これらの癌における LIMA1 の発現低
下は、主に DNp73 の過剰発現によって引き起こされている可能性が考えられる。 



























  以上の結果より、LIMA1 は p53 ファミリーの直接の標的として発現誘導されること、癌細胞に
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論文題名 
p53 mediates the suppression of cancer cell invasion by inducing LIMA1/EPLIN 
「p53 は LIMA1 / EPLIN を誘導することにより癌細胞の浸潤抑制に関与する」
結果の要旨 
 
本研究では代表的な癌抑制遺伝子である p53の新規標的遺伝子としてLIM domain and 
Actin-binding protein 1 (LIMA1) を同定し、転写制御機構およびその機能解析として癌
細胞における浸潤能に与える影響を検討した。LIMA1 は、正常組織と比較して癌に
おいて発現が有意に減少しており、興味深いことに、内因性 p53 を活性化させる小分
子である nutlin-3a によって誘発される癌細胞浸潤能の低下が、LIMA1 のノックダウ
ンにより有意に抑制されることが明らかとなった。更に、異種移植ヌードマウスモデ
ルにおいて nutlin-3a を腹腔内投与したところ、コントロール細胞では腫瘍体積の減少
が認められたが、LIMA1 ノックダウン細胞では有意な変化を認めなかった。また、
癌患者において LIMA1 低発現群では、無病生存率、全生存率および無遠隔転移生存
率が有意に低下していることが明らかとなったことから、LIMA1 は癌の新規予後予
測因子および治療標的になり得ることが示唆された。以上の研究成果は、p53 の新し
い腫瘍抑制経路の発見として価値があり、審査委員全員から本研究者は博士（医学）
の学位を得るに値するとの評価を得た。 
 
